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VACTJNA VIVA ATENUADA CONTRA LA PLEURONEUMONIA PORCINA 



Campo de la tecnica 

5 La presente invencidn se refiere a vin metodo para obtener una cepa 

modificada de Actinobacillus pleuropneumoniae, inmunogena y no hemolftica, utfl para 
preparar una vacuna viva atenuada contra la pleuroneumonfa porcina. 

Estado de la tecnica anterior ; : : 

10 Actinobacillus pleuropneumoniae (en adelante, "App") es una bacteria 

Gram-negativa causante de la pleuroneurnonia porcina, enfennedad infecciosa 
respiratoria, de distribuci6n mondial, responsable de grandes perdidas econ6micas en la 
industria porcina. 

Los fectores de virulencia mis importantes de App son protefnas 
1 5 extracehilares: las exotoxinas Apx. Estas exotoxinas peitenecen a la femilia de toxinas 
formadoras de poros denominadas RTX, ampliamente distribuidas entre las bacterias 
patogenas Gram-negativas. Las principales exotoxinas en App son las siguientes: Apxl, 

ApxH, ApxIH, y ApxTV. 

Las exotoxinas Apxl y ApxH son nemolfticas y citolfticas. La Apxl tiene 
20 una actividad hemolitica y citolitica fuerte y la ApxH una actividad hemolftica debfl y 
una actividad citolftica moderada. 

Si bien todos los serotipos analizados son capaces de producir ApxTV, 
existe una distribuci6n caracteristica de serotipo para la expresi6n del resto de 
exotoxinas Apx. Los serotipos 1, 5, 9 y 11 producen las exotoxinas Apxl y ApxH; el 
25 serotipo 10 produce tan solo la Apxl; los serotipos 7 y 12 producen solamente la ApxH 
y los serotipos 2, 3, 4, 6 y 8 producen la ApxH y la ApxHI. 

Los genes correspondientes a las exotoxinas Apxl y ApxH estan 
organizados en forma de operon. El oper6n de la exotoxina Apxl dispone de cuatro 
genes: apxIC, apxIA, opxIB y opxID. El gen apxIA codifica para la exotoxina Apxl 
30 propiamente dicba. El gen apxIC codifica una proteina activadora (acilasa) que se 
encarga de introducir una modificaci6n post-traduccional en la Apxl (acilaci6n) que 
permite que la Apxl adquiera la conformacidn activa, capacitandola para la interaccidn 
con los receptores celulares especfficos del huesped. Los genes apxlB y apxID codifican 
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dos protefnas de membrana que se encargan de secretar la exotoxina Apxl madura al 
medio externo. 

El oper6n de la ApxII dispone solo del gen A {apxIIA) y del gen C . 
(apxIIQ, que codifican respectivamente para la ApxII y para la acilasa encargada de 
5 que la ApxII adquiera su conformation activa. Existe tambien un pequefio fragmento 
que muestra similitud con el gen apxDS, pero que no da lugar a ninguna protema 
funcionaL La exportation de la ApxII madura al medio externo se realiza gracias a las 
protefnas codificadas por los genes apxIB y apxID. 

Los m£todos actuales de vacunaci6n no proporcionan una protection 
10 completa frente a todos los serotipos de App. 

En la solicitud de patente W097/16532A1 se describe la obtenci6n de 
una cepa vacunal de App capaz de inducir una respuesta inmunol6gica en un animal que 
comprende un organismo modificado que produce una toxina Apx inactivada partial o 
totalmente debido a la deleci6n partial, por mutagenesis inducida, de un gen estructural 
15 apxIA y/o a la deleci6n partial de un gen activador apxIIC. No modifica la zona 
transmembrana. 

En la solicitud de patente EP810283A2 se describe la obtenci6n de una 
cepa vacunal .de App modificada en el gen apxIC de manera que no produce la protema 
activadora en forma funcional y £sta no puede activar la toxina por acilacidn. Tampoco 
20 modifica la zona transmembrane 

Jansen et al; Infection and Immunity 63:27-37 (1995), describe la 
production de recombinantes homologos de App mediante mutagenesis dirigida. Los 
mutantes tienen el gen apxIA inactivado por inserci6n del gen CMr y/o el gen apxIIA 
inactivado por inserci6n del gen TETr. 
25 Tasc6n et al; Molecular Microbiology 14:207-216 (1994), describe dos 

mutantes de App. Uno de ellos tiene una disruption en el gen apxIBD y el otro una 
disruption en el gen estructural apxIA. 

Reimer et al; Microbial Pangenesis 18:197-209 (1995), describe un 
mutante avirulento de App que, por mutacidn qulmica, tiene deleciones que afectan 
30 partes importantes del oper6n apxIABCD. Este mutante no sintetiza la toxina Apxl, pero 
si la ApxII, aunque no la secreta de la c^hila. 

Las cepas que no e^qpresan las exotoxinas Apxl y ApxII, no pueden ser 
utilizadas como vacuna atenuada porque dan lugar a respuestas inmunes no protectoras, 
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debido a que las exotoxinas Apxl y ApxII son uno de los factores m£s importantes 

determinates de la virulencia de App, 

Prideaux, The 16th International Pig Veterinary Society Congress, 

Melbourne, Australia, 17-20 Sept. 2000, p. 439-442, describe una vacuna preparada a 
5 partir de una cepa que tiene inactivado el gen apxHC y que expresa y secreta una toxina 

ApxII no activada, incapaz, portanto, deunirse a las celulas diana. 

Asi, las vacunas vivas atenuadas descritas en el estado .de la t^cnica 

anterior basadas en cepas de App sin capacidad hemolftica, son menos 

inmunoprotectivas porque han sufrido modificaciones en su estructura que no les 
10 permiten unirse al receptor de membrana de las celulas diana o porque no pueden 

generar anticuerpos fiente a las toxinas Apxl y/o ApxII, al no ser secretadas por la 

c&ula. 

Frey et al; Gene 142:97-102 (1994) describe la secuencia de aminodcidos 
de la exotoxina Apxl procedente de una cepa de serotipo 1, y Smits et al; Infect. Tmmun . 
15 59:4497-4504 (1991) describe la secuencia de aminoacidos de la exotoxina ApxII de 
una cepa de serotipo 9. 

Resumen de la invencion 

Los autores de la presente invenci6n ban descubierto un metodo para 
20 obtener una cepa de Actinobacillus pleuropneumoniae inmunogena y no hemolftica, a 
partir de una cepa virulenta de App, modificada al menos en un segmento del gen apxIA 
y eventualmente en un segmento del gen apxIIA, que codifican un dominio 
transmembrana de las exotoxinas Apx hemolfticas y citolfticas. 

Esta cepa no tiene actividad hemolftica, pero mantiene la capacidad 
25 inmunoprotectora inalterada, y es util para preparar una vacuna viva atenuada contra la 
pleuroneumonia porcina. 

Los dominios transmembrana de las exotoxinas Apxl y ApxH juegan un 
papel importante en la formation del poro en la membrana de la celula diana* Una vez 
formado este poro, se producen desequilibrios osm6ticos que acaban finalmente 
30 produciendo la lisis de la celula diana. 

Sorprendentemente se ha encontrado que la vacuna viva atenuada 
preparada con esta cepa modificada de App puede ser aplicada a bajas dosis, que 
contiene las toxinas Apxl y ApxII de App sin capacidad hemolftica y que contiene todos 
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los antfgenos imnunoldgicamente necesarios para obtener una respuesta inmun6gena 
elevada. 

El objeto de la presente invenci6n es un metodo para obtener una cepa de 
App inmundgena y no hemolftica, a partir de una cepa virulerita de App, modificada al 
5 menos en un segmento del gen apxIA y eventualmente en un segmento del gen apxHA, 
que codifican un dominio transmembrana de las exotoxinas Apx hemolfticas y 
citolfticas. 

En un segundo aspecto la invenci6n tiene tambten por objeto las cepas 
obtenibles mediante el metodo objeto de la invenci6n y a las vacunas preparadas con las 
10 mismas. 

En un tercer aspecto la invenci6n tiene tambi6n por objeto las cepas de 
App depositadas en la Colecci6n Espanola de Cultivos Tipo con los numeros de registro 
CECT 5985 y CECT 5994. 

15 Descripcidn de las figures 

Figura 1 

En la figura 1 niuestra una alineaci6n realizada mediante el pro grama ClustalX 
(Thompson et al; Nucleic Acids Research 24:4876-4882 (1997)) entre las secuencias de 
aminoacidos de la ApxE procedente de una cepa de serotipo 1 (Frey et al; Gene 142:97- 

20 102 (1994)) y la ApxE de una cepa de serotipo 9 (Smits et al; Infectlmmun. 59:4497- 
4504 (1991)). En la figura se ha incluido s61o la secuencia situada entre los aminoacidos 
1 a 594 de la Apxl y 1 a 590 de la ApxIL Sobre la alineaci6n se encuentran enmarcadas 
las regiones HI (aminoacidos 233 a 253), H2 (aminoacidos 296 a 315) y H3 
(aminoacidos 369 a 405). Estas regiones corresponden respectivamente a los tres 

25 dominio s transmembrana presentes en ambas Apx. 

. Figura 2 * 

La figura 2 muestra un esquema con los pasos seguidos hasta la obtencion del 

pldsmidos hfbridos pApxIAH2 y pApxHAH2. En primer higar, el pMsmido pGPl se 

30 obtuvo mediante digestion del pl&smido pGP704 (Miller y Mekalanos; JJBact. 

170^2575-2583 (1988)) con los enzimas de restriccidn EcoBI y BgUL y postoior 

ligacidn con los oligonucle6tidos pGP5' y pGP3'. Este plasmido consta del origen de 

replicaci6n vegetativo del pl&smido R6K (Ori R6K), del origen de transferencia por 

conjugacidn del pMsmido RP4 (OriT RP4) y del gen de resistencia a ampicilina (bid): El 



pldsmido pGPl file digerido con el enzima de restriccidn Pstl y ligado con un 
fragmento Pstl portador de un gen de resistencia a Kanamicina (Km r o kari) procedente 
del pMsmido pUC4K para dar lugar al pl&smido pGP2. En este plasmido, previamente 
digerido con el enzima de restriccidn EcoBI y defosforilado, se insertaron tres 
fragmentos de DNA amplificados mediante PCR: el promoter ptac, la regi6n 
codificante de la fusidn atpE/GFPUV (regidn de union al ribosoma del gen de E* coli 
atpE fusionada con la variante ultravioleta de la protefna fluorescente verde) y el 
terminador de la transcripci6n rrnB. El pl&smido resultante fixe nombrado pGP3. En este 
ultimo pl&smido se insertaron las regiones flanqueantes 5' y 3' (amplificadas mediante 
PGR) que codifican para la segunda h61ice transmembrana de los genes apxl y apxU 
para dar lugar, respectivamente, a los ptesmidos pApxTAH2 y pApxTTAH2. 

Figura3 

La figura 3 est& dividida en tres paneles. En el panel A se muestran los map as de 
restriccion (en kilobases, kb) y la distribuci6n de los genes en el operon apxl situado en 
el genoma de App, En gris claro se indica el gen apxIA, diana de los diferentes sucesos 
de recombinacidn y en gris oscuro los genes adyacentes qpxIQ apxIB y apxID; Los 
diferentes genes o regiones del pl&smido pApxIAH2 est&i dibujados mediante barras 
oblicuas. Los segmentos codificantes de las helices transmembrana (HI, H2 y H3) de 
apxIA estin resaltados en negro. Por razones de espacio, se han simplificado los 
nombres y algunas estructuras detalladas en los pldsmidos de la figura 2. Asi, g§)UV 
agrupa el promoter ptac y la fusion atpE/GFPUV, OriV indica el origen de replicacion 
vegetativo de R6K y OriT el origen de transferencia por conjugation de RP4. En (1) y 
(3) se muestra el mapa de restriccion con el enzima Xhol y la distribuci6n de los genes 
del operdn Apxl del genoma de App. En (2) se muestra el mapa de restriccion del 
mismo operon despu^s de la inserci6n del plasmido pApxIAH2 en el genoma de App. 
Esta insercion se produce mediante un unico suceso de recombinaci6n hom61oga entre 
las regiones flanqueantes 5' de H2 situadas respectivamente en el plasmido pApxTAH2 
y el genoma de App. En (4) se muestra el mapa de restricci6n de este oper6n despu6s de 
la resohici6n del pldsmido insertado en (2) mediante una segunda recombination entre 
las dos regiones flanqueantes 3' de H2 situadas en el genoma de App. 

El panel B de la figura 3 muestra el resultado de la hibridaci6n de una 
sonda del gen apxIA con una transferencia Southern de los DNAs gendmicos digerido s 
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con Xhol y obtenidos a partir de cultivos de: 1)HP816 NT; 2) recombinante obtenido 
por insercion del pl&smido pApxIAH2 en el genoma de App mediante un unico suceso 
de recombinacidn homologa entre las regiones flanqueantes 5 9 de H2 (HP816R1); 3) 
recombinante obtenido a partir de HP816R1 que recupera el mismo fenotipo que la cepa 
paterna HP816 Nl r y 4) recombinante obtenido a partir de HP816R1 que recupera el 
mismo fenotipo que la cepa paterna HP816 Nl r con la excepcion de que muestra la 
misma actividad hemolftica que HP8 1 6R1 (AppApxffiT). 

El panel C de la figura 3 muestra el aspecto de colonias sembradas a 
partir de los mismos cultivos descritos en el panel B (1, 2, 3 y 4) junto a otra colonia 
procedente de un cultivo de App serotipo 7 (5). Las colonias fueron sembradas en 
placas de agar sangre Columbia suplementado con NAD 0,004% (CA) o en placas de 
TSYN suplementadas con kanamicina 25 jag/mL (TS). Observese en CA la presencia de 
grandes halos hemolfticos alrededor de las colonias de los cultivos 1 y 3 y de halos 
hemolfticos pequenos alrededor de las colonias en los cultivos 2, 4 y 5. N6tese tambten 
la ausencia de crecimiento en TS de los cultivos 1, 3, 4 y 5. 

Figura 4 

La figura 4 esti dividida en tres paneles. El panel A se muestran los mapas de 
restriccion (en kb) y la distribuci6n de los genes en el operdn apxll situado en el 
genoma de App. En gris claro se indica el gen qpxHA, diana de los diferentes sucesos de 
recombinacidn y en gris oscuro los genes adyacentes apxIIC, qpxIIB; Los diferentes 
genes o regiones del plismido pApxTTAH2 estan dibujados mediante barras oblicuas. 
Los segmentos codificantes de las helices transmembrana (HI, H2 y H3) de apxUA 
estdn resaltados en negro. En (1) y (3) se muestra el mapa de restriccion con el enzima 
EcoRI y la distribuci6n de los genes del oper6n Apxll del genoma de App. En (2) se 
muestra el mapa de restricci6n del mismo oper6n despues de la insercion del plasmido 
pApxEAH2 en el genoma de App. Esta insercion se produce mediante un unico suceso 
de recombinaci6n hom61oga entre las regiones flanqueantes V de H2 situadas 
respectivamente en el pldsmido p Apxll AH2 y el genoma de App. En (4) se muestra el 
mapa de restricci6n de este oper6n despues de la resoluci6n del pl£smido insertado en 
(2) mediante una segunda recombinacidn por las regiones flanqueantes 5' de H2 
situadas en el genoma de App. 



El panel B de la figura 4 muestra el resultado de la hibridacion de una 
sonda del gen apxIIA con una transferencia Southern de los DNAs gendmicos digeridos 
con EcdSl y obtenidos a partir de cultivos de: 1)HP816 Nl r ; 2) recombinante obtenido 
por insercion del pl&smido pApxTTAH2 en el genoma de App mediante un unico suceso 
de recombinaci6n homologa entre las regiones flanqueantes!5* de H2 (HP816R2); 3) 
recombinante obtenido a partir de HP816R2 que recupera el mismo fenotipo que la cepa 
paterna HP816 Nl r ; 4) recombinante obtenido a partir de HP816R2 que recupera el 
mismo fenotipo que la cepa paterna HP816 Nl r con la excepcion de que muestra la 
misma actividad hemotftica que HP816R2 (App ApxI/HH2~) . 

El panel C de la figura 4 muestra el aspecto de colonias sembradas a 
partir de los mismos cultivos descritos en el panel B (1, 2, 3 y 4), Las colonias fueron 
sembradas en placas de agar sangre Columbia suplementudo con NAD (CA) o en placas 
de TSYN suplementadas con kanamicina 25 jjtg/mL (TS). Obs^rvese en CA la presencia 
de pequencs halos hemolfticos alrededor de las colonias de los cultivos 1 y 3 y la 
ausencia de halos hemolfticos alrededor de las colonias en los cultivos 2y4. N6tese 
tambfen la ausencia de crecimiento en TS de los cultivos 1* 3 y 4. 

Figura 5 

La figura 5 muestra tres graficas con las curvas de crecimiento, representadas (simbolos 
oscuios) a partir de los valores de la absorbancia a 600 nm de los diferentes cultivos a 
intervalos de una hora (eje de ordenadas izquierdo). De manera paralela tambien se 
tomaron muestras del sobrenadante de los cultivos en los mismos intervalos de tiempo. 
Estas muestras fueron mantenidas a 0 °C hasta el momento de ser diluidas 1/50 en 
tampdn carbonato (pH 9,6). Despu£s fueron aplicadas a pocillos para cuantificar la 
presencia de Apxl o ApxII mediante ELISA y utilizando un anticuerpo monoclonal 
especifico para cada Apx. A partir de los valores de absorbancia a 405 nm de cada 
muestra ensayada (eje de ordenadas derecho) se construyeron las curvas que representan 
la acumulacion de cada una de las Apxs a lo largo del tiempo (simbolos claros). En (A) 
mediante tridngulos un cultivo de HP816 Nl r y mediante cfrculos un cultivo de 
AppApxEH2"; los simbolos claros muestran la acumulacion de ApxL En (B) mediante 
tridngulos un cultivo de HP816 Nl r y mediante cfrculos un cultivo de AppApxI/IIH2"; 
los simbolos claros muestran la acumulacion de ApxII. En (C) mediante tridngulos un 
cultivo de HP816RI y mediante cfrculos un cultivo de HP816R2; los tridngulos claros 
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muestran la acumulacion de Apxl y los cfrculos claxos muestran la acumulaci6n de 
ApxEL 

Figura6 

5 En (A) se muestra una tincion con azul de Coornasie de una electroforesis 
desnaturalizante en gel de poliacrilamida con muestras de los sobrenadantes de cultivos 
de 5 horas de 1) HP816 Nl r ; 2) AppApxEH2"; 3) un control obtenido a partir de una cepa 
de serotipo 4 de App (el serotipo 4 de App produce y excreta la ApxEL de 105 kD y 
ApxEH de 115 kD pero no la Apxl); y M) marcador de masa molecular (se encuentran 

10 indicadas las bandas relevantes de 1 10 y 120 kD). En (B) se encuentra una transferencia 
tipo Western de un gel con muestras id6nticas a las analizadas en el gel de (A) 
detectadas mediante un anticuerpo monoclonal especffico para la Apxl, En (C) se 
encuentra una transferencia tipo Western de un gel con muestras id&iticas a las 
analizadas en el gel de (A) con la excepcidn del carril 2, que contiene una muestra del 

15 sobrenadante de un cultivo AppApxLHH2". No se incluye una fotografla del gel ya que 
la distribucidn de bandas es identica a la que aparece en el gel de (A). Esta transferencia 
fixe revelada mediante un anticuerpo monoclonal especffico para la ApxEL. Obs6rvese 
que la bandade 105 kD del carril 3 aparece detectada solo en (C). 

20 Description detallada de la invencion 

La invenci6n se refiere a un metodo para obtener una cepa de 
Actinobacillus pleuropnewnoniae inmunogena y no hemolMca, a partir de una cepa 
virulenta de App, caracterizado porque comprende las siguientes etapas: 

- se detenninan los dominios transmembrana de las exotoxinas Apx hemolfticas y 
25 citolfticas 

- se modifica al menos un segmento del gen apxIA y eventualmente un segmento 
del gen apxUA 9 que codifican un dominio transmembrana de las exotoxinas Apx 
hemolfticas y citolfticas 

El t&mino inmunogena se refiere a que la cepa de App, obtenida con el 
30 mftodo de la presente invenci6n, mantiene inalterada su capacidad imnunoprotectora, es 
decir, contiene todos los antfgenos inmunol6gicamente necesarios para obtener una 
respuesta inmim6gena elevada en el hu^sped. 
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El t&mino no hemolftica se refiere a que la cepa de App obtenida con el 
metodo de la presente invencidn, no tiene actividad hemolftica, resultando ser una cepa 
avirulenta 

La elecci6n de una cepa virulenta de App obtenida de animates 
infectados que padezcan la enfermedad, se realiza segtin los tn&odos que el experto en 
la materia conoce suficientemente. 

La primera etapa consiste en detenninar los dominios transmembrana de 
las exotoxinas Apx hemolfticas y citolfticas tnediante el uso de los programas 
TransMem (Aloy et al; CompAppLBiosc. 13:213-234 (1997)) o Helixmem (Eisenbeg 
et al; XMoLBioL. 179:125-142 (1984)) que analiza la secuencia de aminoacidos de las 
exotoxinas Apx hemolfticas y citolfticas, tal y como se como se describe para 
Escherichia coli en Ludwig et al; MoLGen-Genet. 226:198-208 (1991)- 

La segunda etapa consiste en modificar al menos un segmento del gen 
qpxIA y eventualmente un segmento del gen apxIJA, que codifiran un dominio 
transmembrana dc las exotoxinas Apx hemolfticas y citolfticas. 

El termino modificar se refiere a la modificacion de un gen, bien sea 
mediante el uso de las tecnicas convencionales de DNA recombinante que incluyen: la 
sustituci6n de uno o varios nucleotides, la insercion de uno o varios nucle6tidos, la 
deleci6n parcial o total de un gen, o bien mediante la disruption, por mutagenesis 
inducida quimicamente o inducida por radiaci6n. 

En una realizacion preferida, la modificaci6n es llevada a cabo mediante 
la delecion en al menos un segmento del gen apxIA y eventualmente en un segmento del 
gen apxIIAy que codifican un dominio transmembrana de las exotoxinas Apx 
hemolfticas y citolfticas. 

Los dominios transmembrana presentes en el gen apxIA y en el gen 
apxIIA de las exotoxinas hemolfticas y citolfticas fueron detectados mediante el uso de 
los programas Transmem y Helixmem, mencionados anteriormente. La prediccion 
realizada sobre las secuencias de aminoacidos de las exotoxinas hemolfticas y citolfticas 
Apxl y ApxII indica que los dominios transmembrana, tambi^n denominados 
transmembranas, se encuentran localizados en las siguientes zonas de la secuencia de 
las exotoxinas: 

- Primer dominio transmembrana HI: entre los aminodcidos 233 y 253, 
coirespondiente a los nucle6tidos 699 a 759 
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- Segundo dominio trasmembrana H2: entre los aminoacidos 296 a 315, 
correspondiente a los nucledtidos 888 a 945 

- Tercer dominio transmembrana H3: entre los aminoacidos 369 a 405, 
correspondiente a los nucledtidos 1 107 a 121 5 

En una realizacidn mas preferida, la modificaci6n es llevada a. cabo 
mediante una deleci6n en el segmento del gen qpxIA, que codifica el segundo dominio 
transmembrana de la exotoxina Apxl de App. 

Preferiblemente la modificaci6n es llevada a cabo mediante la delecidn 
de los.nuctedtidos 885 a 944 del gen apxIA, que codifican el segundo dominio 
trasmembrana de la exotoxina Apxl de App. 

Es otra realizacidn preferida del metodo objeto de la presente invencidn 
la que introduce ademas una delecidn en el segmento del gen apxIIA, que codifica el 
segundo dominio transmembrana de la exotoxina ApxH de App. Preferiblemente una 
delecidn de los nucle6tidos 885 a 944 del gen qpxlIA, que codifican el segundo dominio 
transrrembrana de la exotoxina ApxH de App. 

En la forma de realizacidn preferida de la presente invencidn, que se 
describira con todo detalle en el apartado de Ejemplos, la obtenci6n de una cepa de App 
inmundgena no hemolftica se ha realizado mediante un proceso que ha seguido las 

siguientes etapas: 
20 AEleccidndeuracepa virulentade App. 

B., Predicci6n de las helices alfe del dominio transmembrana de las 
proteinas Apxl y ApxO con objeto de disenar una construccidn nucleotidica que permita 
la delecidn en el segundo dominio transmembrana de ambas proteinas, sin que se yea 
afectado el proceso de plegamiento y la capacidad de las hemolisinas resultantes para 
25 interaccionar con los receptores especfficos de membrana, 

C. Construccidn de un vector de clonacidn capaz de integrarse en el 
genoma de App y que disponga de genes marcadores que permitan monitorizar de 
. manera eficiente la integraci6n de dicho vector. 

C.1 . Construcci6n del plasmido hfbrido pGP3 que consta de un origen de 
30 replicaci6n RK6, el origen de transferencia de RP4 y un gen de resistencia a 
kanamicina. Ademas se incluy6 el gen de la protefna autofluorescente GPVUV bajo el 
control del promoter ptac y el terminador rrnB. Tambien se modified el lugar de clonaje 
multiple para fecilitar la posterior inserci6n de secuencias de DNA 
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C.2. Construcci6n de un vector de clonacion hibrido que contenga las 
secuencias flanqueantes 5' y 3' de la segunda helice transmembrana especificada por el 
gen apxIA. Para ello se construy6 el plasmido blbrido pApxIAH2 con objeto de 
seleccionar y clonar dichos fragmentos adyacentes a los extremes 5' y 3' del segmento 
5 que codifica la segunda helice transmembrana en el gen apxIA. Este plasmido foe 
utilizado como vector final para la transformaci6n de App. 

C. 3. Construccion de un vector de clonaci6n iibrido que contenga las 
secuencias flanqueantes 5' y 3' de la segunda helice transmembrana especificada por el 
gen apxIIA. Para ello se construy6 el plasmido blbrido pApxHAH2 con objeto de 

10 seleccionar y clonar dichos fragmentos adyacentes a los extremos 5' y 3' del segmento 
que codifica la segunda helice transmembrana en el gen apxIIA. Este plasmido foe 
utilizado como vector final para la transformaci6n de App. 

D. Obtencion de bacterias recombinantes que han resuelto el plasmido 

hibrido insertado en el genoma 
15 D.1.0btenci6nde k cepa recombinante d 

el plasmido blbrido pApxIAffi en el genoma de App como resultado de un unico suceso 
de recombinaci6nhom61oga entre dicho plasmido y el genoma de App HP816 Nlr, que 
es una cepa resistente a acido nalidixic© obtenida a partir de un mutante espontaneo de 
lacepadeAppHP816. 

20 D.2. Obtencidn de la cepa AppApxIHr mediante un procedimiento que 

permite, una vez identificadas las bacterias recombinantes obtenidas en el paso D.I., 
resolver el vector recombinante integrado en el genoma mediante un segundo suceso de 
recombinacidn hom61oga, asi como detectar y aislar las bacterias que, gracias a esta 
segunda recombinaci6n, hayan adquirido la delecidn parcial en el gen apxIA. 
25 D.3.0btenci6nde la cepa recombinante de App HP816R2, que incorpora 

el plasmido hibrido P ApxHAH2 en el genoma de AppApxHE* como resultado de un 
unico suceso de recombinacion homdloga entre dicho plasmido y el genoma de 
AppApxIH2". 

D.4. Obtenci6n de la cepa AppApxI/nHT mediante un procedimiento 
30 que permite, una vez identificadas las bacterias recombinantes obtenidas en el paso 
D.3., resolver el vector recombinante integrado en el genoma mediante un segundo 
suceso de recombinacidn homologa, asi como detectar y aislar las bacterias que, gracias 
a esta segunda recombinacidn, hayan adquirido la deleci6n parcial en el gen apxIIA. 



En la presente invenci6n el mutante obtenido AppApxIH2" es id6ntico a 
la cepa original salvaje de App excepto por la deleci6n de los nucle6tidos 885 a 944 
(ambos inclusive) de la secuencia codificante del gen qpxIA, que se corresponde con la 
ausencia de los aminodcidos 296 a 315 (ambos inclusive) en la Apxl producida. 
5 En la presente invenci6n el mutante obtenido AppApxI/IIH2" es idSntico 

a la cepa AppApxIH2" excepto por la deleci6n de los nucle6tidos 885 a 944 (ambos 
inclusive) de la secuencia codificante del gen apxIIA, que se corresponde con la 
ausencia de los aminoScidos 296 a 315 (ambos inclusive) en la ApxII producida. 

En la realizaci6n preferida de la presente invenci6n las unicas 
10 modificaciones que se producen en el genoma de App es la deleci6n de 60 bases en el 
interior de las secuencias codificantes de los genes apxIA y apxUA y la sustitucidn de 
las mismas por dianas de restricci6n, en este caso las correspondientes a los enzimas 
Xhol y EcoSI respectivamente. No se producen inserciones adicionales de secuencias 
procedentes del DNA plasmidico (como por ejemplo el gen de resistencia a kanamicina) 
15 en el genoma de App. Esto permite que la cepa obtenida pueda ser nuevamente 
modificada en el mismo gen u otro gen diana siguiendo exactamente la misma estrategia 
que se utilizo para producir la primera modificaci6n. Por otra parte, evita que la cepa 
resultante sea resistente a multiples antibidticos, caracteristica deseable en una cepa que 
pretende ser utilizada como vacuna viva. 
20 La diana de restricci6n en particular que se utiliza en la presente 

invenci6n no es critica. Aunque podria utilizarse una construcci6n que no introdujese 
diana de restriccidn alguna, es preferible su utilizacion para disponer de un mecanismo 
adicional para detectar los clones recombinantes deseados y para poder efectuar un 
seguimiento de la estabilidad de la cepa o cepas obtenidas. Para ello puede utilizarse 
25 cualquier diana que no introduzca un cod6n de finalizaci6n de la sfntesis de proternas y 
que d& lugar a fr^tnentos de restricci6n analizables por electroforesis (por ejenq)lo de 
mas de cien pares de bases) con las dianas flanqueantes que puedan existir previamente 
en el genoma de App. 

La invenci6n se refiere tambi6n a una cepa de App obtenible por el 

30 metodo descrito antmormente. 

Otro objeto de la invenci6n es una cepa de App caracterizada porque 
tiene una deleci6n de los nucledtidos 885 a 944 del gen apxIA, que codifican la segunda 
transmembrana de la exotoxina Apxl, depositada en la Colecci6n Espanola de Cultivos 
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Tq>o con el numero de registro CECT 5985, segun el Tratado de Budapest de 28 de 
ahril de 1977, o un mutante de la misma. 

Otro objeto de la invention es una cepa de App caracterizada porque 
tiene una deleci6n de los nucledtidos 885 a 944 del gen apxIA que codifican la segunda 
5 transmembrana de la exotoxina Apxl, y adem&s una deletion de los nucleotidos 885 a 
944 del gen apxIIA que codifican la segunda transmembrana de la exotoxina ApxII, 
depositada en la Colecci6n Espanola de Cultivos Tipo con el numero de registro CECT 
5994, segtin el Tratado de Budapest de 28 de abril de 1977, o un mutante de la misma. 

La invenci6n tambiSn se refiere a las vacunas para la protection de los 
10 animates contra la pleuroneumonfa porcina. Estas vacunas pueden prepararse segun los 
m^todos habituales para el experto. 

Estas vacunas comprenden una cantidad inmunoldgicamente efectiva de 
bacterias de una cepa viva atenuada de App obtenible segun el m6todo descrito en la 
presente invenci6n. Inmunoldgicamente efectiva significa que la cantidad de bacterias 
15 administradas en el proceso de vacunacton es suficiente para inducir en el htuSsped una 
respuesta inmunol6gica efectiva frente a una infecci6n por formas virulentas de App. 

La dosificacion a emplear dependerd de la edad y del peso del animal a 
vacunar y del modo de administraci6n. 

La vacuna puede contener cualquier dosis de bacterias, suficiente para 
20 inducir una respuesta inmune. Las dosis adecuadas se encuentran comprendidas en el 
rango entre 10 3 y 10 10 . 

La vacuna puede contener, adem&s, un excipiente fermac^uticamente 
aceptable. Este excipiente puede ser tan simple como el agua, pero tambi6n puede, por 
ejemplo, comprender el liquido de cultivo en el que se cultivan las bacterias o bien una 
25 solution con una concentraci6n fisiol6gica de sal 

Otros ejemplos de excipientes fermaceuticamente aceptables utiles en la 
presente invention incluyen estabilizantes, hidratos de carbono (por ejemplo, glucosa, 
sacarosa, manitol, sorbitol, y tampones (por ejemplo, tanq)6n fosfato). 

Opcionalmente se pueden anadir otros compuestos adyuvantes a la 
30 vacuna. Estos adyuvantes son estimulantes inespetificos del sistema inmunoldgico, que 
aumentan la respuesta inmunoldgica del hu&ped frente al pat6geno invasor. Ejemplos 
de adyuvantes son: vitamina E, aceite vegetaL 
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Para la administracion a los animates, la vacuna puede ser intranasal, 
intradennica, subcutanea, mediante aerosol o intramuscular. 

La aplicaci6n industrial de la invencion se desprende claramente de la 
descripci6n. Solamente destacar que la pleuroneumonia porcina es una enfermedad 
5 infecciosa respiratoria de distribuci6n mundial responsafele de grandes perdidas 
econ6micas en la industria porcina y que el metodo de la presente invencion para 
obtener cepas de App inmundgenas no hemolfticas permite la preparacion de vacunas 
eficaces para combatir la pleuroneumonia porcina. 

Los ejemplos que siguen a continuation se exponen a efectos de 
10 proporcionar al experto en la materia una explicacion suficientemente clara y completa 
de la presente invencidn, pero no deben ser considerados como limitaciones a los 
aspectos esenciales del objeto de la misma, tal y como ban sido expuestos en los 
apartados anteriores de esta descripci6n. 

IS . Ejemplo 

Las tecnicas y metodos de DNA recombinante aplicados a continuaci6n 
estan descritos detalladamente en Sambrook y Russell; Molecular Cloning 3rd Ed. Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor New York (2001) y Ausubel et ah 
Current Protocols In Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc. (1998). Todos los 
20 productos de PCR fueron clonados previamente en un plasmido pBE antes de ser 
digeridos con enzimas de restriccidn. Este plasmido es un derivado del vector 
pBluescript SK2 (Stratagene) y presenta el lugar de clonaje multiple sustituido por una 
pequefia secuencia nucleotidica que especifica tan s6lo la diana del enzima de 
restriccidn EcoRV. 

25 La cepa de Escherichia coli XLl-blue (Stratagene) ha sido utilizada 

como hu^sped de los vectores bibridos basados en los plasmidos pUCl 18 o pBluescript 
SK. La cepa de Escherichia coli S17-1 ^>ir (Simon et al; Biotechnology 1:784-791 
(1983)) ha sido utilizada como huesped de los vectores hibridos basados en el plasmido 
pGP704. 

30 Todas las secuencias oHgonucleotfdicas descritas a continuaci6n estan 

escritas en sentido 5' a 3' a menos que se indique exphcitamente lo contrario. En todas 
las reacciones de PCR se utilizd la termopolimerasa Deep Vent (New England Biolabs) 
que dispone de actividad correctora de pruebas. 
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a PW.i<Sn <te una cepa virulenta de Add 

La cepa salvaje de App utilizada ha sido la HP816, que corresponde a un 
aislado natural virulento del serotipo 1 de App de Laboratories Hipra SA. (Amer- 
5 Girona-Espafia). 

La cepa HP816NT es una cepa resistente a aeido nalidixico obtenida a 
partir de un mutante espontaneo de la cepa sab/aje HP816. 

B. Tdentificaci6n d » lag drnnhw™ fransmembrana He las exotoxinas ApxI v ApxII 
10 Los tres dorninios transmembrana, que adoptan una estructura de hefice 

alfe, fiieron determinados mediante el uso de los programas TransMem (Aloy et al; 

Conro.AppLBiosc. 13:213-234 (1997)) y Helixmem (Eisenbeg et al; LMoLBioi. 

179:125-142 (1984)) tal y como se describe para la Escherichia coli en Ludwig et al; 

MoLGen-Genet. 226:198-208 (1991), aplicados a la secuencia de aminoacidos de la 
15 ApxI procedente de una cepa de serotipo 1 (Frey et al; Gene 142:97-102 (1994)), y la 

ApxH de una cepa de serotipo 9 (Smits et al; Infectlrnmun. 59:4497-4504 (1991)). 

Estos programas detectaron tres regiones que podrian actuar como helices 

transmembrana en ambas proteinas (figura 1): la primera transmembrana se situa entre 

los aminoacidos 233 a 253 (HI); la segunda transmembrana entre los aminoacidos 296 a 
20 315 (H2) y la tercera transmembrana entre los aminoacidos 369 a 405 (H3). 

C Cnnstniccion de vectores de clonaci6n hibr f dos caoaces de integrarse en genoma de 

ApP . En la figura 2 se encuentra un esquema con tos mapas de los plasmidos 

25 que aparecen en este apartado. 

CI.- Obtenci6n del plasmido recombinante pGP3 

El plasmido pGP704 (MSlet y Mekalanos; LBact. 170:2575-2583 
(1988)) fiie cortado simultaneamente con los enzhnas de restriccion BglR y EcdRI. 
30 Mediante electroforesis en gel de agarosa se aisl6 un firagmento de DNA de 3,7 kb. Este 
fragmento incubado en una reaccidn de ligaci6n junto a los oUgonucle6tidos pGP5' 
(GAT CGA ATT CAG GAT ATC ACA GAT CT) y pGP3' (AAT TAG ATC TGT 
GAT ATC GTG AAT TC). El plasmido recombinante obtenido fiie denominado pGPL 
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El plasmido pGPl foe digerido con el enzima de restriccidn PsA. 
Mediante electiofbresis en gel de agarosa se aisld un fragmento de DNA de 3,12 kb. 
Este fragmento foe ligado a oitro de 1,2 kb obtenido mediante la digestion plasmido 
pUC4K (Pharmacia) con el enzima de restriction PstL El plasmido recombinante 
5 qbterido foe denominado pGP2. 

A partir del plasmido pMAL-p2 (New England Biolabs) se amplificaron 
mediante PCR las secuencias correspondientes al promoter ptac utilizando los 
oligonucleotides cebadores ptac5' (GAATTC AAT GCT TCT GGC GTC AG) y ptac3' 
(GGT ACC GGA TGA GAT AAG ATT TTC), que incluyen respectivamente las dianas 
10 de restriction EcoBI y Kpnl en sus extremos 5'. Tambien a partir del plasmido pMAL- 
p2 se amplificaron mediante PCR las secuencias correspondientes al terminador rho- 
independiente del oper6n rrriB utilizando los oUgonucleotidos cebadores rrnBS' 
(GGT ACC GGA TGA GAT AAG ATT TTC) y rrnB3' (GAA TTC AAG AGT TTG 
TAG AAA CGC), que incluyen respectivamente las dianas de restriction Kpnl y EcdBl 
15 en sus extremos 5'. El tamafio del fragmento de DNA amplificado es de 278 pares de 
bases (pb). 

A partir del plasmido pAG408 (Suarez et al; Gene 196:69-74 (1997)) se 
amplified mediante PCR una fosidn del gen de la proteina GFPUV con la regidn de 
unidn al ribosoma del gen atpE utilizando los oUgonucle6tidos cebadores GFP5' (GGT 
20 A££ TAA TTT ACC AAC ACT AC) y GFP3' (GGT ACC TTA TTT GTA GAG 
CTC ATC), que incluyen la diana de restricci6n Kpnl en sus extremos 5'. El tamano del 
fragmento amplificado es de 830 pb. 

Los dos primeros fragmentos (promotor ptac y terminador rrnB) faeron 
digeridos con los enzimas de restriccidn Kpnl y -EcoRI mientras que el tercero (fosidn 
25 atpE-GFPUV) foe digerido con el enzima de restriccidn Kpnl. Los tres fragmentos asi 
obtenidos foeron Ugados entonces con el plasmido pGP2 previamente cortado con el 
enzima de restriction EcdKL y defosforilado. De entre los diferentes plasmidos 
recombinantes obtenidos se selecciond uno que era portador de los tres fragmentos 
orientados segun se muestra en la figura 2. Las colonias portadoras de este plasmido 
30 mostraban una intensa fluorescencia al ser iluminadas con luz ultravioleta. El plasmido 
hibrido obtenido foe denominado pGP3. 
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C.2.- Construcci6n del plismido Mbrido pApxIAH2 
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El primer objetivo de este paso era obtener un fragmento de DNA 
contiguo al extremo 5' del segmento codificante de la segunda helice transmembrana del 
gen apxIA. Para ello se amplified mediante PCR un fragmento de 897 pb a partir de 
DNA gen6mico purificado de la cepa de App HP816 utilizando como cebadores los 
> oUgonucledtidos Apxla5> (OAT ATC ATG GCT AAC TCT CTC AGC TCG ATA G) y 
A pxla3' (CTC GAG GCC TGC CGC CAC ACG TTG), que inchryen las dianas de 
restriccidn EcoRV y Xhol en sus extremos 5' respectivos. La base numero 7 del 
oligonucledtido Apxla5' se corresponde con la primera base del coddn de inicio de 
traduccidn del gen Apxla. La septima base del oligonucleotido Apxla3' es 
0 complementaria a la base 885 de la secuencia codificante del gen apxIA, siendo esta la 
ultima base antes del inicio de la secuencia para la segunda helice transmembrana. 

El segundo objetivo de este paso era obtener un fragmento de DNA 
contiguo al extremo 3* del segmento codificante de la segunda helice transmembrana del 
gen apxIA. Para ello se amplified mediante PCR un fragmento de 1042 pb a partir de 
15 DNA gendmico purificado de la cepa de App HP816 utilizando como cebadores los 
ougonucledtidos Apxlb5' (CTC GAG CCG CTT TCG TTC TTA AAT GTT GCG) y 
Apxlb3' (AG A TCT TCA CCG GCT TTC TGT GCA CTT TG), que inchryen las 
dianas de restricci6n Xhol y BglEL en sus extremos 5' respectivos. La base numero 7 del 
oligonucledtido Apxlb5' se corresponde con la base 944 de la secuencia codificante del 
20 gen apxIA, siendo esta la primera base despues del final de la secuencia para la segunda 
helice transmembrana. La septima base del oligonucleotido Apxlb3' es complementaria 
a la base 1975 de la secuencia codificante del gen apxIA. 

Una vez obtenidos los dos fragmentos descritos anteriormente, el primero 
foe digerido con los enzimas de restriccidn EcoRV y Xhol, mientras que el segundo foe 
25 digerido con los enzimas Xhol y BgWL. Ambos fragmentos foeron entonces ligados con 
el vector pGP3 previamente cortado con los enzimas de restriccion EcoRV y BgVSL El 
plasmido bibrido resultante recibio el nombre de pApxlAH2. 



30 



C.3.- Construccidn del plasmido hibrido pApxIIAH2 

El primer objetivo de este paso era obtener un fragmento de DNA 
contiguo al extremo 5' del segmento codificante de la segunda helice transmembrana del 
gen apxIIA. Para ello se amplified mediante PCR un fragmento de 871 bp a partir de 
DNA gendmico purificado de la cepa de App HP816 utilizando como cebadores los 
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oligonucle6tidos ApxDa5' (GAT ATC AAA TCG TCC TTA CAA CAA GGA TTG) y 

ApxHa3' (GAATTC ACC TGA AGC GAC TCG TTG GGC), que inchiyen las dianas 

de restriccion EcoRV y EcoBl en sus extremos 5' respectivos. La base numero 7 del 

oligonucle6tido ApxHa5' se corresponde con la base 27 de la secuencia codificante del 

5 gen apxIIA. La septima base del oligonucleotide ApxIIa3' es'> complementaria a la base 

885 de la secuencia codificante del gen apxIIA, siendo esta la ultima base antes del 

inicio de la secuencia para la segunda hefice transmembrana. 

El segundo objetivo de este paso era obtener un fragmento de DNA . 

contiguo al extremo 3' del segmento codificante de la segunda h61ice transmembrana del 

10 gen apxIIA Para ello se amplified mediante PCR un fragmento de 952 pb a partir de 

DNA gendmico purificado de la cepa de App HP816 utilizando como cebadores los 

oligonucleotides ApxHb5' (GAATTC CCT CTT TCA TTC TTA AAT GTA GC) y 

Apxnb3' (AGATCT GCC ATC AAT AAC GGT AGT ACT TG), que incluyen las 

dianas de restriccidn EcoRI y BglTL en sus extremos 5' respectivos. La base numero 7 s 

15 del oligonucleotide ApxIIb5' se corresponde con la base 944 de la secuencia codificante ^ , 

del gen apxIIA, siendo esta la primera base despues del final de la secuencia para la | # *;^ 

segunda helice transmembrana. La septima base del oligonucleotide ApxIIb3' es I. II, 

complementaria a la base 1845 de la secuencia codificante del gen apxIIA. z7°* 9 

• • • 

Una vez obtenidos tos dos ftagmentos descritos anteriormente, el primero 
20 fue digerido con los enzimas de restricci6n EcoRV y EcoKL, mientras que el segundo 

fue digerido con los enzimas EcdBI y BglTL. Ambos fragmentos fueron entonces ligados j * :* | 
con el vector pGP3 previamente digerido con los enzimas de restriccion EcoRV y BglR. 
Elplasnfidolnbridoresultanterecibi6elnombredepApxI^^ .* 

25 P.- Obtenci6n de bacterias recombina nt's que han resuelto el nl^smido bibrido insertado 
eneleenoma 

D.l. Obtenci6n de la cepa recombinante de App HP816R1 

La transformaci6n de App con el plasmido hfbrido pApxIAH2 se realizo 
30 por conjugacidn a partir de c^hilas de Escherichia coli S17-1 Apir portadoras de este 
plasmido. La cepa empleada para la transformacidn con el plasmido bibrido pApxIAH2 
fuelaHP816Nl r . 

Antes de proceder a la conjugacidn se obtuvo un cultivo en fase 
estacionaria para dichas bacterias. El medio de cultivo empleado para App 816 NT foe 
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TSYN (Caldo de soja trtptica 30 g/L, extracto de levadura 6 g/L y una vez autoclavado 
saplementado con NAD al 0,004%) y acido nalidfcdco 50 ug/mL. iBl medio de cultivo 
empleado para Escherichia coli S17-1 Apir fixe LB (triptona 10 g/L, extracto de levadura 
5 g/L, NaCl 10 g/L) que una vez autoclavado foe suplementado con kanamicina 25 
Ug/mL. Una vez alcanzada la fese estacionaria, se afladierori 0,2-0,3 unidades de Aeoo 
dei cultivo de App y 0,6-0,8 unidades de Acoo del cultivo de E. coli a 1 mL de MgS0 4 
10 mM A continuacion se centrifug6 durante 2 minutos a 15.000 g y el sedimento foe 
resuspendido en 200 ul de MgS0 4 10 mM. Una vez obtenida la mezcla de ambos 
cultivos, esta se extendi6 sobre unfiltrode nitrocelulosa de 2,5 cm de diametro y 0,45 
um de tamafio de poro previamente depositado sobre una placa de Petri con medio 
TSYN suplementado con agar noble 15 g/L. Despues de incubar durante 6 boras a 3TC 
el filtro con la conjugaci6n ss deposit6 en un tubo con 2 mL de PBS (Na 2 HP0 4 10 mM, 
KH2PO4 1 mM, NaCl 137 mM, KC1 2mM pH 7,4). Despues de agitar vigorosamente, se 
retire el filtro y la suspensidn celular se centrifog6 *urante 2 minutos a 15.000 g y el 
15 sedimento foe resuspendido en 500 ul de PBS. La suspensidn asi obtenida se d^tribuy6 
en placas de Petri con medio TSYN suplementado con agar noble 15 g/L, kanamicina 
50 ug/mL y acido nalidbdco 50 ug/mL, a razon de 100 uL de suspensi6n celular por 
placa de Petri. Los cuhivos resultantes se incubaron a 3T»C durante 24-36 horas. Con 
este procedimiento se obtuvieron un total de 65 colonias resistentes a kanamicina y 
20 acido nalidixico para la conjugacidn con el plasmido P ApxIAH2, que equivale a una 
fiecuencia de transformaci6n de l,3xl0" 7 por celula receptora. 

Varias colonias foeron resembradas por agotamiento de asa en placas de 
Petri con LB suplementado con agar noble 15 g/L. NAD 0,004 %, kanamicina 50 
ug/mL y acido nalidixico 50 ug/mL. Todas las colonias resultantes exhiblan un mayor o 
25 menor grade de fluorescencia cuando eran iluminadas con luz ultravioleta, indicacion de 
la integraci6n del plasmido en el genoma de App en un unico suceso de recombinaci6n. 
Como puede observarse en la figura 3, en el caso de producirse una doble 
recombinacidn, los exconjugantes seran incapaces de crecer en un medio con 
kanamicina. La presencia de este antibi6tico en las placas permite por lo tanto el 
30 crecimiento solo de aquellos recombinantes que ban integrado la totaUdad del plasmido 
en su genoma. El gen indicador GFP permite discriminar si alguna de las colonias 
resistentes a kanamicina es el producto de una mutacion espontanea. 
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Finalmente, los recombinantes obtenidos se originaron a partir de una 
recombinaci6n hpmdloga entre un pldsmido y el gen apxIA. Esto se conq>rob6 
observando la actividad hemolftica de los recombinantes en placas de agar sangre 
Columbia suplementadas con NAD al 0,004% (figura 3, panel C). Los recombinantes 
5 obtenidos con el ptesmido pApxIAH2 exhiben una drdstica disminucion del diametro 
del halo hemolftico respecto la cepa paterna HP816NT. 

Uno de los recombinantes obtenidos con el pl&smido pApxIAH2 &e 
seleccionado para los pasos posteriores y nombrado HP8 1 6R1 . 

10 D.2. Obtencidn de la cepa AppApxDH2~ 

Una vez obtenidos los recombinantes con el plasmido pApxIAH2 
integrado en el genoma es preciso fijar la deletion en el genoma de App mediante una 
segunda recombinacidn. Para ello uno de los recombinantes del paso anterior fae 
sometido a pases seriados en medio de cultivo suplementado s61o con ficido nalidixico. 
15 Un medio sin kanamicina permite que, en el caso de producirse una segunda 
recombinaci6n entre el genoma de App y el pldsmido integrado, las bacterias resultantes 
sean viables. Este segundo suceso de recombinaci6n da lugar a la aparici6n de dos 
genotipos diferentes. En el caso que se produzca por el mismo segmento en el que ya 
tuvo lugar la primera recombinaci6n, el genotipo resultante serd id<Sntico al de la cepa 
20 paterna usada en el apartado D.L En el caso que esta segunda recombination tenga 
lugar por el segmento en el que no tuvo lugar la primera recombination, el genotipo 
resultante presentara la deleci6n en el fragmento que codifica para la segunda h&ice 
transmembrana de la hemolisina (figuras 3, panel A). La aparici6n de recombinantes 
puede monitorizarse de varias maneras diferentes: a) desaparici6n de la fluorescencia al 
25 iluminar las colonias con luz ultravioleta; b) sensibilidad a la kanamicina y c) 
recuperacidn del halo hemolftico que exhibia la cepa paterna xisada en el apartado D.l. 
Los mftodos a) y b) detectan los dos tq)os de recombinantes. El m&odo c) permite 
distinguir s61o los recombinantes que recuperan el genotq)o paterno. Esto es debido a 
que en los recombinantes que presentan la deleci6n en el segmento codificante de la 
30 segunda hSlice transmembrana del gen apxIA no se restaura la actividad hemolftica del 
correspondiente fenotitpo paterno. 

Los pases seriados fiieron realizados a partir de diluciones 1/10000 del 
pase anterior, con la excepci6n del primer pase que consisti6 simplemente en un cultivo 
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realizado a partir de una colonia aislada de HP816R1. El medio de cultivo foe LB 
suplementado con NAD 0,004 % y dcido nalidixico 50 (ig/mL. Para cada pase se 
empleo un volumen total de 10 ml de medio. En la Tabla 1 estan expuestos los 
porcentajes de recombinantes detectados a partir del segundo pase: 

Tabla 1 



N° de pase 


% de recombinantes 
detectados (a) 


% de recombinantes 
. detectados (b) 


2 


0,12% 


0,18% 


3 


0,32% 


0,46% 


4 


7,75% 


10,4% 


5 


18,5% 


22,3% 



a) porcentaje determinado mediante el recuento de colonias que recuperaron el 
halo hemolftico que exhlbia la cepa paterna- 

b) porcentaje determinado mediante el recuento de colonias que no exbibfan 
fluorescencia al ser iluminadas con luz ultraviolets 

Como puede observarse en la tabla anterior, en cada pase va aumentando 
el numero de bacterias que presentan el plasmido resuelto debido a una segunda 
recombinacion. El porcentaje de colonias no fluorescentes es s61o ligeramente m£s alto 
que el de las colonias que recuperan la actividad hemolftica. Este hecho sugiere que la 
segunda recombinacion se produce preferentemente en el mismo segmento de DNA por 
el que tuvo lugar la primera recombinaci6n. Si la frecuencia para cada tipo de 
recombihante ftiera del 50% debiera observarse el doble de colonias no fluorescentes 
respecto a las que recuperan la actividad hemolftica. 

Una vez el cultivo est£ suficientemente enriquecido en segundo s 
recombinantes puede procederse a su purificacion. Para ello se replicaron varias 
colonias no fluorescentes sobre agar Columbia suplementado con NAD y LB agar 
suplementado con NAD, dcido nalidixico 50 jig/mL y kanamicina 20|ag/mL (LBNKm). 
Se seleccionaron para estudios posteriores varias colonias que no mostraron crecimiento 
sobre LBNKm y que presentaban la misma actividad hemolftica que el recombinante 
por inserci6n, HP8 1 6R1 . 



D.3. Obtenci6n de la cepa recombinante de App HP816R2 



La transformaci6n de App con el ptesmido hfbrido pApxHAH2 se realizo 
mediante conjugacion a partir de c6Was de Escherichia cott S17-1 Xpir portadoras de 
estos pMsmidos. La cepa empleada para la transformation con el pMsmido hlhrido 
pApxIIAH2 foe la AppApxIH2\ El procedimiento y los medios de cultivo son id&tficos 
a los descritos en el apartado D.l. La frecuencia de transformaci6n con el plasmido 
pApxHAH2 era similar al obtenido en el apartado D. 1 . para el pMsmido pApxIAH2. 

Varias colonias fueron resembradas por agotamiento de asa en placas de 
Petri con LB suplementado con agar noble 15 g/L. NAD 0,004 %, kanamicina 50 
jag/mL y dcido nalidfxico 50 jig/mL. Todas las colonias resultantes exhibfan un mayor o 
menor grado de fluorescencia cuando eran iluminadas con luz ultravioleta, indicacidn de 
la integraci6n del plasmido en el genoma de App en un unico suceso de recombinaci6rL 
Como puede observarse en la figura 4, en el caso de producirse una doble 
recombinaci6n, los exconjugantes serin incapaces de crecer en un medio con 
kanamicina La presencia de este antibiotico en las placas permke por lo tanto el 
ciecimiento s61o de aquellos recombinantes que han integrado la totalidad del plasmido 
en su genoma. El gen indicador GFP permite discriminar si alguna de las colonias 
resistentes a kanamicina es el producto de una mutacion espontdnea. 

. Finalmente, los recombinantes obtenidos se originaron a partir de una 
recombinacion homologa entre el pldsmido y el gen respectivo apxUA. Esto se 
comprqbd observando la actividad hemolftica de los recombinantes en placas de agar 
sangre Columbia suplementadas con NAD al 0,004% (figura 4, panel C). Los 
recombinantes obtenidos con el pMsmido pApxIIAH2 muestran una desaparicion 
completa del halo hemolftico. 

Uno de los recombinantes obtenidos con el plasmido pApxIEAH2 foe 
seleccionado para los pasos posteriores y nombrado HP816R2. 

D*4. Obtencion de la cepa AppApxI/HHQ" 

Una vez obtenidos los recombinantes con el p&smido pApxHAH2 
integrado en el genoma es preciso fijar la deleci6n en el genoma de App mediante una 
segunda recombinaci6n. Para ello los recombinantes del paso anterior fueron sometidos 
a pases seriados en medio de cultivo suplementado s61o con dcido nalidfxico tal y como 
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se ha descrito en D.2. Los valores de los porcentajes de recombinantes detectados a 
partir del segundo pase son similares a los obtenidos enD.2. 

Una vez el cuKivo esta suficientemente enriquecido en segundo s 
recombinantes puede procederse a su purification. Para ello se replicaron varias 
5 colonias no fluorescentes sobre agar Columbia suplementado con NAD y LB agar 
suplementado con NAD, acido nalidixico 50 ug/mL y kanamicina 20ug/mL (LBNKm). 
Se seleccionaron para estudios posteriores varias colonias que no mostraron crecimiento 
sobre LBNKm y que presentaban la misma actividad hemolftica que el recombinante 
por insertion, HP816R2. 

10 . 

V - A^lisis del D NA purificado a nartir de las colony "' ajsJadjLS SO ft1 T™ 58 " anten ° r 0011 
obieto de comprobar la homoeeneidad de los cul tivos v la nresencia de la deleci6n en 
los genes apxIA v auxIIA 

Los recombinantes de los pasos D.2. y DA anteriores fueron cuttrvados 

15 en 10 mL de medio TSYN suplementado con acido nalidixico 50 ug/mL hasta fase 

estacionaria, realizandose posteriormente una extraction de DNA de cada uno de ellos. 

E.I.- Analisis de los recombinantes apxTH2" 

Las muestras de DNA gen6mico correspondientes a cada uno de los 
20 cultivos de los segundos recombinantes obtenidos a partir del plasmido pApxlAH2 
fueron digeridas con el enzima de restriccion Xhol. Estas digestiones, junto a otras 
realizada a partir del DNA extraido de los cultivos de la cepa HP816Nl r y HPB816R1 
respectivamente, se analizaron mediante Southem-blot utilizando como sonda el 
fragmento de DNA de 1927 pb procedente de la digestidn del plasmido pAApxIHT con 
25 los enziinas de restriccidn EcoRV y BglSl. En la figura 3B se muestra el resultado de 
estas hibridaciones. Los resultados de la hibridacion de la cepa control HP816NT 
establecen la presencia de una diana de restriccion Xhol situada a aproximadamente 20 
kb de la que se encuentra en el interior del oper6n qpxl. El analisis del recombinante 
con la insercion del plasmido pApxIAH2 muestra la aparicidn de dos nuevas bandas de 
30 1,1 y 4,3 kb y un ligero incremento de aproximadamente 1 kb de la banda preexistente 
de 20 kb. El tamafio de las nuevas bandas y el incremento de la preexistente son los 
esperados a partir de la insercidn del plasmido bibrido pApxIAH2 en la regi6n 
flanqueante 5' del segmento codificante de la segunda h^lice transmembrana del gen 
apxIA del genoma de App (Figura 3 A, esquema 2). El analisis del recombinante con el 



plasmido resuelto a partir de una segunda recombinaci6n por la pnisma regi6n 5' por 
donde tuvo lugar la primera, muestra la desaparicion de las dos bandas de menor masa 
molecular y una ligera disminucion de la movilidad de la banda de 21 kb anterior hasta 
equipararla a la de la cepa paterna- Esto, junto eon el hecho de que la actividad 
hemolitica es id£ntica a la que exhibe la cepa paterna Hp816Nl r sugiere que no se 
introducen modificaciones adicionales en el genoma de App durante todo este proceso 
(Figura3, AyC). 

Finalmente, el an&lisis del recombinante con el plasmido resuelto a partir 
de una segunda recombinacion por la region flanqueanle 3' del segmento que codifica la 
segunda Mlice transmembrana muestra la desaparicion de la banda de 4,3 kb, la 
conservation de la banda de 1,1. kb que ya se observaba en el recombinante por 
inserci6n y una ligera disminuci6n de la banda de 20 kb. Esta distribucion de bandas es 
la esperada a partir de la desaparici6n del segmento codificante de la segunda hSlice 
transmembrana y su sustitucion por una diana Xhol. Esta nueva diana insertada en el 
genoma de App origina el fragmento observado de 1,1 kb i la disminucion consiguiente 
de 1,1 kb en la banda de 20 kb que se observa en la cepa 816 NT (Figura 3A y B). 
Obs6rvese en CA la presencia de grandes halos hemolfticos alrededor de las colonias de 
los cultivos 1 y 3 y de halos hemolfticos pequefios alrededor de las colonias en los 
cultivos 2, 4 y 5. Notese tambiSn la ausencia de crecimiento en TS de los cultivos 1, 3, 4 
y 5. Este recombinante muestra una actividad hemolitica muy reducida en comparaci6n 
a la cepa paterna HP816 Nl r y la misma actividad hemolitica que una cepa de serotipo 7 
de App que s61o dispone de hemolisina ApxH (Figura 3C). Este resultado indica que la 
delecion en la segunda h£lice transmembrana elimina o reduce considerablemente, la 
actividad hemolitica de la ApxIA de App. La ApxIA modificada mediante la delecidn 
descrita serd nombrada a partir de ahora como ApxIAH2\ 

La cepa recombinante asi obtenida, caracterizada por tener una delecion 
de los nucle6tidos 885 a 944 del gen apxIA que codifican el segundo dominio 
transmembrana de la exotoxina Apxl, ha sido designada AppApxIH2\ Con fecha de 10 
de Enero de 2002 y de acuerdo con las condiciones del tratado de Budapest, se ha 
depositado en la Coleccion Espanola de Cultivos Tq>o con el numero de registro CECT 
5985. 

E.2.- An&lisis de los recombinantes apxI/IIH2" 
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Las muestras de DNA gen6mico correspondientes al recombinante por 
inserci6n HP816R2 y a los segundos recombinantes obtenidos a partir del plasmido 
P ApxHAH2- fiieron digeridas con el enzima de restriccidn EcdKL Estas digestiones, 
junto a otra realizada a partir del DNA extraido de un cultivd de la cepa HP816Nl r , se 
5 analizaron mediante Southern-blot. Como sonda se utilizaron los dos fragmentos de 
DNA amplificados mediante PCR que corresponden a las regiones flanqueantes 5' y 3' 
del segmento de DNA que codifica para la segunda helice transmembrana de la ApxH 
(apartado B). En la figura 4B se muestra el resultado de estas hibridaciones. Los 
resultados de la hibridacidn de la cepa control HP816 Nf establecen la presencia de dos 
0 dianas de restriccidn EcoW separadas por 15,7 kb que delimitan un fragmento en el que 
se encuentra incluido el operdn ccpxU. El analisis del recombinante por insercion del 
plasmido pApxIIAH2 muestra la desaparici6n de la banda de 15,7 kb y la aparici6n de 
tres nuevas bandas de 8 A 7,5 y 0,9 kb. El tamafio de las nuevas bandas son el esperado 
a partir de la insercidn del plasmido Wbrido pApxHAffi en la regi6n flanqueante 3' del 
15 segmento codificante de la segunda helice transmembrana del gen apxIlA del genoma 
de App (Figura 4A). El analisis del recombinante con el plasmido resueho a partir de 
una segunda recombinacidn por la misma regi6n 3' por donde tuvo lugar la primera, 
muestra la reaparici6n de una unica banda de 15,7 kb que coincide con la mostrada por 
la cepa control (Figura 4B). La actividad hemoMca es identica a la que exhibe la cepa 
20 paterna AppApxEET (Figura 4Q. Finalmente, el analisis del recombinante con el 
plasmido resuelto a partir de una segunda recombinacion por la regi6n flanqueante 3' 
del segmento que codifica la segunda helice transmembrana muestra la desaparicidn de 
las bandas de 13,5 y 0,9 kb y la aparicion de un nuevo fragmento de 7,5 kb (Figura 4B). 
Esta distribuci6n de bandas es la esperada a partir de la desaparicidn del segmento 
25 codificante de la segunda helice transmembrana y su sustituci6n por una diana EcoBI 
(Figura 4A). Esta nueva diana insertada en el genoma de App hace que el fragmento de 
15,7 kb EcoBl que incluia al operon apxll en la cepa paterna se desdoble en dos 
fragmentos de 8,2 y 7,5 kb (Figura 4A y B). Este recombinante es virtualmente no 
hemolftico (Figura 4Q. Este resultado indica que la delecidn en la segunda hehce 
30 transmembrana elimina, o reduce en su practica totaUdad, la actividad hemolftica de la 
ApxDA de App. La ApxTIA modificada mediante la deleci6n descrita serd nombrada a 
partir de ahora como ApxIIAH2". Observese en CA la presencia de pequefios halos 
hemolfticos akededor de las colonias de los cultivos 1 y 3 y la ausencia de halos 
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hemolfticos alrededor de las colonias en los cultivos 2 y 4. N6tese tambieh la ausencia 
de crecimiento en TS de los cultivos 1, 3 y 4. 

La cepa recombinante asi obtenida, caracterizada por tener una deleci6n 
de los nucle6tidos 885 a 944 del gen apxLi que codifican el segundo dominio 
transmembrana de la exotoxina Apxl y, ademas una deleci^n de los nucleotides 885 a 
944 del gen apxIIA que codifican el segundo dominio transmembrana de la exotoxina 
ApxH, ha sido designada AppApxI/nH2\ Con fecha de 12 de Junio de 2002 y de 
acuerdo con las condiciones del tratado de Budapest, se ha depositado en la Colecci6n 
Espanolade Cultivos Tipo con el numero de registro CECT 5994. 

R- Anfflisis de la pmdurci6n de las A pxIAH2- v ApxIIAHT por parte de las cep as 
recombinan tes obtenidas 

Para deterrninar si las cepas recombinantes obtenidas segiuan 
produciendo las Apx H2", se estudid la acumulacidn de las mismas en cuhivo liquido 
con medio LB. Las Apx producidas fiieron detectadas mediante anticuerpos 
monoclonales especificos para la Apxl y la ApxH mediante tecnicas de inmunoercayo y 
Western blot. Tal como se muestra en la figura 5 (A y B), la produccion y excreci6n al 
medio de las ApxIAH2" y ApxIIAH2- por parte de las cepas recombinantes sigue el 
mismo patr6n temporal que las Apx no modificadas de la cepa salvaje paterna 
HP816NF. Todas las hemolisinas (modificadas o no) aparecen en el medio de cultivo 
hacia la segunda mitad de la fese de crecimiento exponencial y alcanzan la maxima 
acumulacidn al principio de la fese estacionaria. A partir de este momento la 
concentracidn de todas las hemolisinas se mantiene estable o decae ligeramente. Tal 
como puede observarse en la misma figura, las ApxIAH2" y ApxIIAH2" se acumulan 
hasta alcanzar niveles similares a los que muestran las respectivas Apx no modificadas 
producidas por la cepa salvaje paterna HP816 NT. Por otra parte, la delecidn introducida 
es muy pequefia (18 aminoacidos) y solo se espera una d^sminuci6n de 2 kDa en la 
masa molecular de las dos ApxH2\ Dado que las dos hemolisinas salvajes tienen una 
masa molecular aparente aproximada de 105 kDa, una disminuci6n de 2 kDa en su masa 
molecular es inapreciable en los geles de pohacrialamida y sus correspondientes 
Western-blots (Figura 6). Finalmente tambi^n hay que destacar que en esta misma 
figura no aparecen, de manera significativa, productos polipeptidicos truncados o mal 
procesados. Observese que la banda de 105 kDa del carril 3 aparece detectada s61o en 
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(C). Todos estos dates indican que la pequena deleci6n introducida en ambas Apx no 
impide que estas sean sintetizadas de manera complete y exportadas haste el medio de 
cvdtivo. Una vez liberadas al medio de cultivo, las ApxH2" exbiben una estabilidad 
similar a la mostrada por las respectivas Apx no modificadas.- 



G.- Efectiyi<M Ha la ate miaci6n las c epas obtenidas 

Para ensayar el nivel de atenuacion de las dos cepas recombinantes 

obtenidas se emplearon cerdos bibridos LWxLD de tres meses de edad y sin distinci6n 

de sexo. Se esteblecieron cuatro grupos de animates para los diferentes ensayos. El 

10 metodo para inocular cada una de las diferentes cepas &e una inyeccion intratraqueal de 
un total de 10 8 cms en 5 mL de PBS a cada uno de los animales de los tres primeros 
grupos. Previamente se detennino esta dosis como la dosis letal 50 para la cepa salvaje 
HP816NT en cerdos de esta edad. Los animales del cuarto grupo recibieron tan s61o una 
inyecci6n de 5 mL de PBS. Durante los siete dfes de realizacidn de la prueba se 

15 anotaron diariamente 16s signos clmicos de los animales. La Tabla 2 muestra los 
resultados: 

Tabla2 
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Cepa 


N°de 


Dosis 
App 
(cfo) 


Mortalidad 


Dias con alteraciones del 
comportamiento (a) 


Dias con sfntomas 
respiratorios clinicos 
(b) 


0-2 


3-4 


5-6 


0-2 


3-4 


5-6 


HP816N1T 


5 


10 8 


2/5 


5/5 


3/3 


3/3 


5/5 


1/3 


0/3 


AppApxIHT 


10 


10 s 


0 


10/10 


9/10 


4/10 


5/10 


3/10 


3/10 


AppApxI/IIH2" 


10 


10 8 


0 


4/10 


0/10 


0/10 


2/10 


0/10 


0/10 


Control (PBS) 


5 


N.A 


0 


0/5 


0/5 


0/5 


0/5 


0/5 


0/5 



(a) Animales con una disminucion de la capacidad de respueste y de alerto en presencia 
de un observador (afectados/total) 

(b) Animales con alteraciones del ritmo respiratorio y/o disnea (afectedos/toteT) 

Siete dias despues de la moculacidn se practicd la eutanasia a los 
animales y se valoraron las lesiones macroscopicas observadas en los organos 
respiratorios. Tambien se realizaron aislamientos bacterioldgicos a partir de las 
necropsias. 

Los resultados obtenidos en este ensayo se encuentran resumidos en la 

Tabla 3. 
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Los animates inoculados la cepa salvaje exhibieron afteraciones del 
comportamiento durante los siete dias de la prueba y presentaron smtomas respiratorios 
clfnicos graves durante las primeras 48 horas despues de la inoculation. 



Tabla3 



Cepa 


N°de 
animates 


Dosis App 


Mprtalidad 


Animates 
con lesiones 
pulmonares 


Indice 
medio de 
las lesiones 
pulmonares 


Animal es 
en los que 
seaisld App 


HP816Nlr 


5 


10 8 cfiis 


2/5 


4 


11,6±12,1 


3 


AppApxDEG* 


10 


lO'cfos 


0 


7 


32M,6 


3 


AppApxI/IIH2" 


10 


10 8 cfos 


0 


0 


0 


8 


Control (PBS) 


5 . 


. N.A. 


0 


0 


0 


0 



Dos de los cinco animates de este grapo murieron durante este periodo de 
tiempo. Las necropsias de los animales de este grupo mostraron lesiones pulmonares 
graves en cuatro de los cinco animales. Los animales del grupo inoculado con la cepa 
AppApxIH2~ tambten mostraron atteraciones del comportamiento aunque fueron 
remitiendo a partir de los cuatro dias de la inoculacionu Los sintomas clfnicos fueron 
m£s leves y se presentaron s61o en el 50% de los animales. Aunque ningtin animal de 
este grupo murio durante el transcurso de la prueba, en las necropsias se apreciaron 
lesiones en un 70% de los casos, aunque todas ellas eran de cardcter mas leve que las 
del grapo anterior. El tercer grupo fiie inoculado con la cepa AppApxI/IIH2\ Aunque 
cuatro de los animales mostraron atteraciones leves del comportamiento, 6stas 
remitieron a partir de las 48 horas post-inoculacion. Los dos animales que mostraron 
algiin snitoma clfoico leve tambidn se recuperaron durante las primeras 48 horas. En las 
necropsias no se apreciaron lesiones pulmonares en ninguno de los diez animales. La 
valoracion de las lesiones pulmonares se realiz6 segun Hannan et ah Research in 
Veterinary Science 33:76-88 (1982). Los valores que se muestran son las medias 
aritm£ticas de cada grupo acompafiadas de su correspondiente desviacidn tfpica. Segun 
estos resuttados, la cepa App ApxI/IIH2" es avirulenta y puede ser usada de forma segura 
como vacuna viva. Es importante destacar que en el 80% de los animales de este grupo 
se logro aislar la cepa inoculada siete dias despues de su administracion. Este resultado 
indica que la viabilidad de la cepa AppApxI/nH2~ en una infecci6n experimental no se 
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ve alterada por el hecho de no disponer de actividad hemolftica. Este dato es importante 
si tenemos en cuenta que es esencial que el microorganismo se mantenga viable para 
que puedan producirse y liberarse las exotoxinas Apx. Sin la producci6n de las 
exotoxinas Apx la cepa atenuada no podria emplearse como" vacuna viva ya que seria 
5 incapaz de inducir una respuesta inmunitaria que protegiera al animal frente a firturas 
infecciones (Reimer et ah Microbial Pathogenesis 18:197-209 (1995)). En todos los 
ensayos se ha obtenido una respuesta inmun6gena elevada. 
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REIVINDICACIONES 

1. - Un m&odo para obtener una cepa de Actinobacillus 
pleuropneumoniae inmun6gena y no hemolftica, a partir de una cepa virulenta de App, 
caracterizado porque comprende las siguientes etapas: 

- se determinan los dominios transmembrana de las exotoxinas Apx hemolfticas y 
citolfticas 

- se modifica al menos un segmento del gen apxIA y eventualmente un segmento 
del gen qpxlIA, que codifican un dominio transmembrana de las exotoxinas Apx 
hemolfticas y citolfticas. 

2. - Un m£todo segun la reivindicaci6n 1 caracterizado porque introduce 
una deleci6n en al menos un segmento del gen apxIAy eventualmente en un segmento 
del gen apxIIA, que codifican un dominio transmembrana de las exotoxinas Apx 
hemolfticas y citolfticas. 

3. - Un metodo segtin la reivindicacion 2 caracterizado porque introduce 
una deleci6n en el segmento del gen apxIA, que codifica el segundo dominio 
transmembrana de la exotoxina Apxl de App. 

4. - Un metodo segun la reivindicaci6n 3 caracterizado porque introduce 
una deleci6n de los nucle6tidos 885 a 944 del gen apxIA, que codifican el segundo 
dominio trasmembrana de la exotoxina Apxl de App. 

5. - Un mgtodo segtin la reivindicacidn 4 caracterizado porque introduce 
ademds una deleci6n en el segmento del gen apxIIA, que codifica el segundo dominio 
transmembrana de la exotoxina ApxII de App. 

6. - Un mStodo segtin la reivindicacidn 5 caracterizado porque introduce 
una delecidn de los nucle6tidos 885 a 944 del gen apxIIA, que codifican el segundo 
dominio transmembrana de la exotoxina ApxII de App. 
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7.- Una cepa de Actinobacillus pleuropneumoniae obtenible por el 
metodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6. 

5 8.- Una vacuna contra la pleuroneumonia porcina caracterizada porque 

comprende una cepa de Actinobacillus pleuropneumoniae obtenible por el metodo 
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6. 

9. - La cepa de Actinobacillus pleuropneumoniae inmun6gena y no 
10 hemolftica depositada en la Colecci6n Espanola de Cultivos Tnpo con el numero de 

registro CECT 5985 o un mutante de la misma. 

10. - Una vacuna contra la pleuroneumonia porcina caracterizada porque 
comprende la cepa de Actinobacillus pleuropneumoniae segun la reivindicacion 9. 

15 

11. - La cepa de Actinobacillus pleuropneumoniae inmundgena y no 
hemolftica depositada en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo con el numero de 
registro CECT 5994 o un mutante de la misma. 

20 12.- Una vacuna contra la pleuroneumonia porcina caracterizada porque 

comprende la cepa de Actinobacillus pleuropneumoniae segun hi reivindicaci6n 1 1 . 
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ApxIA MANSQLDRVKGLIDSLNQHTKSAAKSGAGALKNGLGQV KQAGQKLILYIPKDYQAS 56 

ApxIIA ^KITLSSLKSSLQQGLKNGKNKIiNQAGTTLKNGIiTQ^ 60 
*. :*. :: *. ;******.- - . j. . : ******. s .*. . _ 

ApxIA TGSSLlTOLVKAAEALGIEVHRSEKiraTAIJVOTL 116 

ApxIIA. QGNGVQDLVKARNDLGIEVWREERSNLDIAKTSFDTTQKII^FTDRGrVLFAPQIiDNIAK 120 
.*..::******: ***** *.*... .«* *.**.*.***. .***.*****.*.'**. 

ApxIA KNQKLSKSLGGSSBALGQRLNKTQTiU^SAIiQSFIXSTAIAGMra^ 1 76 

ApxIIA KNPKIGOTTLG- SASSISQNIGKANTVLGGIQSILGSVIiSGVNIiNELLQNK -DPMQLE 175 

** *:.::** *:.::.*.!.*::*.*..:**.**..,.*.,*..**., * * 



ApxIA IAKAGVDIiAAQLVDNIASATGTVnAFAEQIiGKLAMPYLTLA-IiSGIiA^ 235 
ApxIIA lAKAGI^TNBLVGNIASSVQTVDAFABQI^ 235 
*****j:*: ..**.****.. ******** s .**. *.**. .**.****♦ ;"S~ 

H1 

^■■■miiMimmMtlMltMMNWW, 

ApxIA IPGFDAVSGILSVVSASFJ^ 295 

.. H2_. 

ApxIA iSTTAATGGIi JGSVVALAI^PLSFIjNVADKFERAKjQIiEQYt. SRFiCKFGYEGDSLIjADFYR 355 
ApxIIA SLSSTGPVRALIASTVAIAVSgFi^FLMWAD 355 

^*T^™T**^"***^V************-.* *****.*.**.** *** *.* 

H3 

ApxIA ETGAIKARLTTIlfeVLSARSAGVGAAATGSLVGAPVAALVSAITGIISGII^ASKQAIFE 415 
ApxIIA ETCTIDASVTOIlsfau^AAISGGVG^^ 415 

******** *****%t*t*~*7***^ ****.** 

ApxIA KV^TIO^ANlCTDEWEKKHGKNrFEllGY^ 475 
ApxIIA HVANKVHDRIVEWEKKHNKNYFEQGYDSRHLADLQnNM^ 475 

. ** * . . . * ****** *****.***.** * * - -•;* - *** ********** 



ApxIA WnVNIGEIAGITRKGSDTKSGKAYVDFFEEGKLIiEKEPDRFDKKVFDPLEG 534 

ApxIIA WDNQIGDLAAI SRRTDKI SSGKAYVDAFEEGQHQ SYDS S VQLDNKNGI INISNTKR 531 

** .**.**.*.*. .******* ****. ...... .* .**..*.* 

ApxIA KTTLLKFVTFVFTAGEE II^RKQTGKYQYMTELFVKGKEKWVVTGVQSHNAIYDYTNLI Q 594 
ApxIIA KTQSVLFRTPIiLTPGEENRERIQEGKNSYTTKLHIQRVDSWTVTDGnAS -SSVDFTNWQ 590 
** : * **::*.****♦* * ** .*.*.*.... „. : *.**..* 
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